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肿节风药材 HPLC指纹图谱研究
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摘　要 :采用反相高效液相色谱法建立了肿节风药材的指纹图谱 ,色谱柱为 Hypersil C18 (4. 6 mm ×250 mm, 5

μm) ,以乙腈 20. 1%磷酸水溶液为流动相进行二元梯度洗脱 ,流速 1. 0 mL /m in,柱温 35 ℃,检测波长 300 nm。

对 10批不同产地的肿节风药材进行了检测 ,并应用“中药色谱指纹图谱相似度评价软件”生成了共有模式色谱

图 ,共有 16个色谱峰 ,各色谱峰分离情况良好。精密度、重复性和稳定性试验中各共有峰相对保留时间和相对

峰面积的 RSD均小于 3% ,符合指纹图谱要求。该方法简便 ,可靠 ,精密度、稳定性和重复性良好 ,可用于肿节风

药材的质量评价。用该方法比较了肿节风药材不同部位指纹图谱的差异 ,为最佳用药部位的确定提供了理论

依据。
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Abstract: The fingerp rint of Sarcandra glabra was established by RP2HPLC. It was comp leted on Hypersil C18 column

( 4. 6 mm ×250 mm, 5μm) with acetonitrile20. 1% phosphoric acid asmobile phase in gradient. The flow rate was 110

mL /m in, and the column temperature was 35 ℃. The detecting wavelength was set at 300 nm. Ten samp les of S. g labra

collected from different areas were detected and the standard fingerp rint of S. g labra was originated from the " Computer

A ided Sim ilarity Evaluation" software, 16 common peaks existed in the fingerp rint and each peak was separated well.

The RSD of p recision, repeatability and stability of allmeasurementwere less than 3%. Thismethod can be used to eval2
uate the quality of S. g labra. The fingerp rint of different parts of S. g labra was compared in order to determ ining which

part to use.
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　　肿节风为金栗兰科植物 ( Chloranthaceae)草珊

瑚 (S arcandra g labra ( Thunb. ) Nakai)的全草 ,又名

九节茶、接骨木等 ,主要分布于我国华南、华东、西南

各省区。肿节风全株用药 ,其性味辛、平 ,有抗菌消

炎、袪风除湿、活血止痛等功效 ,用于治疗肺炎、急性

阑尾炎、菌痢、风湿疼痛、跌打损伤、骨折等症 [ 1 ]。

中国药典 [ 2 ]通过 HPLC法测定其中异嗪皮啶的含量

来对肿节风药材的质量进行控制。王砚等 [ 3 ]采用

同时测定异嗪皮啶和反丁烯二酸含量的方法控制肿

节风药材的质量。由于受产地、生态环境等因素影

响 ,肿节风药材中有效成分的含量会有显著差异 ,且

中药药效是多种活性成分的协同作用结果 ,指纹图

谱能够反映中药材尽量多的组分 ,对药材的质量控

制具有整体性 ,目前已被广泛用于中药材质量控制。

本文研究并建立了肿节风药材的高效液相色谱指纹

图谱 ,并对比了不同产地肿节风药材和肿节风药材

不同部位化学成分的差异 ,为肿节风药材的质量控

制和最佳用药部位的确定提供了理论依据。



1　实验部分

1. 1　仪器与试剂

W aters 515高效液相色谱仪 (二元泵 , 2487紫

外检测器 ,柱温箱 ,广州逸海色谱工作站 ) ; Hypersil

C18色谱柱 (4. 6 mm ×250 mm, 5μm ) ;国家药典委

员会推荐“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”软

件 (2004版 )。

反丁烯二酸 (批号 : 1523262200408)和异嗪皮啶

(批号 : 1108372200304)对照品购于中国药品生物制

品检定所 ,纯度大于 98%。乙腈、磷酸为色谱纯

(Merck公司 ) ,超纯水 ,其余试剂均为分析纯。

10批不同产地的肿节风药材 (表 1) ,均由中山

大学生命科学学院叶创兴教授鉴定为金粟兰科植物

草珊瑚 S. g labra的全草。
表 1　10批肿节风样品的产地及采集时间

Table 1　Source of 10 S. g labra samp les

样品 No. 产地 O rigin 时间 Time

1a 四川 2006. 12

2b 广西 GAP基地 2007. 3

3c 广东肇庆 2006. 10

4b 广东广州 2006. 10

5c 广西河池 2007. 1

6c 广西河池 2007. 3

7a 广东清远 2006. 11

8c 广西昭平 2007. 1

9c 云南屏边 2006. 10

10b 江西新干 2007. 3

　　注 : a购买 , b栽培 , c野生。

1. 2　色谱条件与系统适应性

色谱柱为 Hypersil C18柱 (4. 6 mm ×250 mm, 5

μm) ;流动相为乙腈 20. 1%磷酸水溶液 ,梯度洗脱程

序 : 0～8 m in,乙腈 5% ; 8～40 m in,乙腈 5%～8% ,

40～70 m in,乙腈 8% ～14% ; 70～130 m in,乙腈

14%～16% ; 130～140 m in,乙腈 16%。流速为 1. 0

mL /m in,柱温为 35 ℃,检测波长为 300 nm。理论塔

板数以异嗪皮啶计不低于 7000。

1. 3　对照品溶液及供试品溶液的制备

精密称取干燥恒重的异嗪皮啶和反丁烯二酸对

照品 3. 2和 10. 0 mg,置于 10 mL容量瓶中 ,加甲醇

溶解并稀释至刻度 ,摇匀即得浓度分别为 0. 32和

1. 0 mg/mL的异嗪皮啶和反丁烯二酸对照品溶液。

精密称取不同产地的肿节风药材全株或药材不

同部位的干燥粉末 1. 0 g,置于 100 mL圆底烧瓶中 ,

加入 70%乙醇水溶液 40 mL,回流提取 1 h,提取 2

次 ,合并提取液 ,浓缩后用 0. 1%磷酸水溶液定容至

25 mL, 0. 45μm微孔滤膜过滤 ,滤液供 HPLC分析。

1. 4　样品的测定

分别精密吸取对照品溶液和供试品溶液各 20

μL,注入高效液相色谱仪 ,记录 140 m in的色谱图 ,

即得。

1. 5　数据处理

将 10批不同产地样品的液相色谱图导入国家

药典委员会推荐的 2004A版“中药色谱指纹图谱相

似度评价系统”软件 ,得到肿节风药材的共有模式

色谱图 ,计算出每批样品的色谱图与共有模式色谱

图的相似度。

2　结果与讨论

2. 1　色谱条件及提取方法的优化

吴永江等 [ 4 ]曾对肿节风药材的指纹图谱进行

了研究 ,所采用的检测波长为 340 nm,此波长条件

下 ,所得到的色谱图峰信息较少 ,而且不能检测到有

效成分反丁烯二酸 ,同时该色谱条件未能对保留时

间较短的成分进行分离。王钢力等 [ 5 ]对肿节风注

射液的指纹图谱进行了研究 ,所采用的检测波长为

220 nm ,由于其研究目标为肿节风注射液 ,与肿节风

药材相比 ,注射液中化学成分明显减少 ,该色谱条件

不适用于不同产地肿节风药材指纹图谱测定。本研

究经过反复试验建立了肿节风药材的指纹图谱条

件 ,在该色谱条件下 ,肿节风药材中有效成分反丁烯

二酸吸收较强 ,色谱信息最多 ,不同极性色谱峰得到

了基线分离。

2. 1. 1　流动相的选择

分别比较了以下溶剂系统 : ( 1 )甲醇 2水溶液 ;

(2)甲醇 20. 1%磷酸水溶液 ; (3)乙腈 21%醋酸水溶

液 ; (4)乙腈 20. 1%磷酸水溶液 ; ( 5)乙腈 20. 1 M磷

酸盐缓冲液。经对比发现以乙腈 20. 1%磷酸水溶液

进行梯度洗脱时 ,不同极性组分分离效果良好 ,而其

它溶剂系统对大极性组分分离效果较差 ,影响反丁

烯二酸的检出。

2. 1. 2　检测波长的选择

反丁烯二酸在 210 nm处有最大吸收 ,异嗪皮啶

在 210和 340 nm下吸收较强 ,为了能同时检测到反

丁烯二酸和异嗪皮啶 ,并得到较多的峰信息和较好
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的分离效果 ,选择了如下几个波长进行试验 : 230、

254、280、300、340 nm。发现在 300 nm时异嗪皮啶

和反丁烯二酸吸收较强 ,基线漂移小 ,各色谱峰的高

度合适 ,分离效果好 ,且能得到较多的峰信息。

2. 1. 3　参照物的选择

异嗪皮啶为肿节风主要有效成分 ,因此选择其

作为参照物。

2. 1. 4　提取溶剂和提取方式的比较

分别采用水超声、水煎煮、70%乙醇溶液回流 3

种方法对肿节风药材进行了提取 ,并按上述色谱条

件进行分析 ,以样品中异嗪皮啶和反丁烯二酸的含

量为指标 ,以峰容量为参考 ,筛选指纹图谱研究的最

佳提取条件。结果表明 ,不同的提取方法 ,峰容量相

同 ,但 70%乙醇回流提取各色谱峰含量较高 ,故选

择 70%乙醇溶液作为提取溶剂。

2. 2　方法学考察

2. 2. 1　精密度试验

精密吸取肿节风样品 (No. 2)溶液 20μL,重复

进样 6次 ,记录色谱图。结果表明 ,各主要色谱峰与

异嗪皮啶色谱峰的相对保留时间和相对峰面积的

RSD分别在 0. 4029% ～2. 3978%和 1. 0296% ～

316705%之间 ,符合指纹图谱分析要求。

2. 2. 2　稳定性试验

精密吸取肿节风样品 (No. 2)溶液 20μL,分别

在 0、2、4、8、12和 24 h进样 ,计算各主要色谱峰与

异嗪皮啶色谱峰的相对保留时间和相对峰面积。结

果表明 ,各色谱峰的相对保留时间和相对峰面积较

稳定 , RSD分别在 0. 4029%～2. 5824%和 1. 1000%

～2. 984%之间 ,表明供试品溶液在 24 h内稳定。

2. 2. 3　重现性试验

取肿节风样品 (No. 2) 6份 ,按供试品溶液的制

备方法 ,分别制成供试品溶液进行测定。结果表明 ,

各色谱峰的相对保留时间和相对峰面积的 RSD分

别在 0. 4385%～3. 3840%和 1. 3202%～3. 0475%

之间 ,表明该方法的重复性良好。

2. 3　肿节风药材指纹图谱的建立

2. 3. 1　色谱图共有模式的建立和共有色谱峰的确

定

通过对 10批不同产地肿节风药材进行测定 ,并

将其导入“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”进

行数据处理 ,建立了肿节风药材的共有模式色谱图 ,

并确定了 16个共有色谱峰 ,如图 1所示。采用加入

法定性试验 ,确定了其中的 1号峰为反丁烯二酸 , 13

号峰为异嗪皮啶 ,如图 2所示。

2. 3. 2　不同产地肿节风药材指纹图谱相似度评价

利用“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”,将

不同产地肿节风药材的指纹图谱与对肿风药材的共

有模式色谱图进行对比 ,得出各色谱图的相似度。

10批药材的相似度介于 0. 758和 0. 895之间 ,如图

3和表 2所示。从色谱图中可以看出 ,各产地样品

中均含有异嗪皮啶 ,而且含量相似 ,但是各产地肿节

风药材相似度稍低 ,说明各产地地理和气候环境对

肿节风药材化学成分的组成和含量存在一定影响。

各产地肿节风药材色谱图的主要不同有两处 ,一是

保留时间处于 25～35 m in的色谱峰 ,各样品三个共

有峰的峰面积差别较大 ,另外 ,广西河池不同时间采

集的两批样品中 70～120 m in有 6个明显的色谱

峰 ,而且峰面积较大 ,其它产地色谱图中此保留时间

段 6个色谱峰的峰面积较小或缺失 ,色谱图中这两

处的差别对各产地样品色谱图的相似度影响较大。

关于广西河池样品色谱图中 70～120 m in的色谱峰

所代表的成分及其对肿节风药效的贡献有待于进一

步研究。

2. 3. 3　肿节风药材不同部位指纹图谱分析

将于 2007年 3月采集的广西 GAP基地肿节风

药材的根、茎、叶、全草、地上部分等 5个部分进行了
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图 3　不同产地肿节风药材指纹图谱

Fig13　Fingerp rints graphs of S. glabra from different habitats

1.四川 (2006. 12) ; 2.广西河池 GAP基地 ( 2007. 03) ; 3.广东肇庆

(2006. 10) ; 4.广东广州 (2006. 10) ; 5.广西河池 ( 2007. 01) ; 6.广西

河池 (2007. 03) ; 7.广东清远 (2006. 11) ; 8.广西昭平 ( 2007. 01) ; 9.

云南屏边 (2006. 10) ; 10.江西新干 (2007. 3)

指纹图谱分析 ,结果见图 4,由图中可以看出 ,肿节

风根、茎、叶各部位均含有有效成分异嗪皮啶 ,三个

部位的指纹图谱差异较大 ,主要表现 15号和 16号

共有峰的峰面积大小有所不同 ,根和茎的色谱图中

只有 16号色谱峰 ,不含有 15号色谱峰 ,叶的色谱图

中同时含有 15号色谱峰和 16号色谱峰 ,说明 15号

表 2　不同产地肿节风药材的相似度

Table 2　Sim ilarity of 10 samp les of Sarcandra g labra

样品 No. 产地 O rigin 相似度 Sim ilarity

1 四川 0. 864

2 广西河池 GAP基地 0. 895

3 广东肇庆 0. 758

4 广东广州 0. 654

5 广西河池 0. 680

6 广西河池 0. 820

7 广东清远 0. 815

8 广西昭平 0. 785

9 云南屏边 0. 851

10 江西新干 0. 830

色谱峰所代表的化学成分只存在于肿节风的叶中。

地上部分与全株指纹图谱的相似程度较高 ,表明二

者化学成分组成差别不大。

图 4　肿节风药材不同部位指纹图谱 (样品 2)

Fig14　Fingerp rint graphs of different parts of S. glabra (No. 2)

A.全株 The whole p lants; B.地上部分 Overground parts; C.根 Roots; D.茎 Stem s; E.叶 Leaves

3　结论

　　本研究采用 HPLC法建立了肿节风的指纹图谱

分析方法 ,该方法稳定、可靠 ,重现性好 ,可通过指纹

图谱整体图形、共有特征峰、相对保留时间等参数对

药材进行鉴定 ,通过各共有峰相对峰面积可对药材

的内在质量进行评价。由于自然条件的变化 ,不同

产地的肿节风 ,差异很大 ,相似度较小 ,说明药材应

在固定产地的前提下才能保证药品内在质量的一致

性 ,否则 ,如将来源各异的药材混批生产 ,会直接影

响成品化学成分及指纹图谱的稳定性 ,从而影响药

品的质量。
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验证实验 ,结果表明了笋壳黄酮的抗氧化能力大于

标品的芦丁 ,因此 ,本实验进行的笋壳黄酮的提取具

有实际生产上的意义。

4　结论

　　综上所述 ,文中以竹笋壳为原料进行黄酮提取

工艺及黄酮类化合物并通过对油脂抗氧化性的验

证 ,表明用超声波辅助萃取方法提取该类原材料总

黄酮的理想条件 ,即萃取时间 40 m in ,萃取温度 65

℃、料液比 1∶25、超声波功率 240 W。抗氧化性实验

结果表明 ,芦丁和笋壳黄酮都具有较明显的抗氧化

作用且笋壳黄酮的抗氧化活性要高于合成的抗氧化

剂芦丁 ,同时黄酮类化合物的抗氧化性与剂量成正

比关系。所采用方法为全物理过程 ,无任何污染 ,是

一条理想的提取黄酮类物质的途径 ,具有应用前景 ;

其笋壳中含有较为丰富的黄酮 ,能为竹笋加工后的

废弃物进一步应用于生产实践 ,对减轻环境污染、促

进经济再利用具有重要意义。
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